






























































































































































































Al  Laboratorio  de  Neuroendocrinología  del  Instituto  de  Neurociencias  de  Castilla  y 
León, por abrirme sus puertas y poner a mi disposición todas las instalaciones y recur‐
sos necesarios para realizar este trabajo. En especial a Dña. Marisa Fontanillo y Dña. 















































































da y  lenta de  las recién formadas vesículas que se activan  independientemente de  la 
cantidad de azúcar en la sangre. 
















































glucosa en  la  sangre,  las hormonas hiperglucémicas previenen o corrigen  la hipoglu‐
cemia que pone en peligro  la vida del  individuo. La  liberación de  insulina está fuerte‐





































































subunidad  alfa que media  la  trans‐autofosforilación entre  las  subunidades beta que 




los efectores, el  IR y el  IGF1R utilizan proteínas de  sustrato del  receptor de  insulina 
(IRS) para mediar la unión de efectores intracelulares (Ullrich y Schlessinger, 1990). 






insulina  (IRR). A pesar de homologías  similares,  IRR es  todavía un  receptor huérfano 
con función poco clara y se expresa en algunos tejidos (Klamt y col., 2005). La principal 






proteínas  IRS y han sido nombrados  IRS1‐4 (Taniguchi y col., 2006). Las proteínas  IRS 
tienen  dominios  con  homología  plecstrina  (PH)  y  dominios  de  unión  a  fosfotirosina 
(PTB)  cerca de  la N‐terminal que produce  la alta afinidad de estos  sustratos para  la 
IR/IGF1R. 
El dominio PH atrae proteínas IRS a  la membrana en  la zona   próxima al IR/IGFIR y el 
dominio  PTB  se  une  a  fosfotirosina  960  situado  en  una  NPXY  (asparragina‐prolina‐
Unspecified‐Tirosina}  en  la  región  yuxtamembrana  del  IR/IGF1R  (Bidinger  y  Kahn, 
2006),  pero  la  obstaculización  de  estas  interacciones  por  la  fosforilación  seri‐




la  subunidad  reguladora p85 de  fosfatidil  inositol  3‐quinasa  (PI3K), o  la proteína de 
unión del factor de crecimiento2 (GRB2), que lleva a la activación de cascada de la pro‐
teína  quinasa  RAS‐mitógeno‐activada  (Taniguchi  y  col.,  2006).  La  fosforilación  Seri‐



















La activación de Ras (GTP‐Ras)  inicia el encendido de  la cascada de  las MAP quinasas. 
GTP‐Ras se une y activa a Raf‐1 que subsecuentemente lleva a la fosforilación y activa‐




proteínas por una  vía  independiente de  Shc, pero que depende de  la activación del  







































pH ácido de  los endosomas  induce  la disociación de  la  insulina del  IR; una vez que  la 
insulina se disocia, ésta es degradada por acción del enzima  insulinasa ácida endoso‐
mal y el IR es reciclado a la membrana celular. Sin embargo, en condiciones de estimu‐


















las PTPs  localizadas en  la membrana PTP al parecer juegan un papel  importante en  la 
regulación de  la fosforilación del IR. En particular se ha observado que LAR (fosfatasa 
  19
relacionada  al  antígeno  común  de  leucocito)  interactúa  con  el  IR  y  lo  desfosforila.  
(Cheng y col., 2002). 
Sin embargo, las evidencias experimentales más importantes de la participación de las 
PTPs en  la  regulación de  las acciones de  la  insulina provienen de estudios  realizados 









raciones a nivel metabólico. De esta  forma,  la  inhibición de  la PTP‐1B  resulta  ser un 
atractivo blanco para el diseño de drogas que incrementen la sensibilidada la insulina. 
(Cheng y col., 2002). 
Otra PTP citoplásmica de  interés es SHP‐2,  la cual contiene dos dominios SH2 que  le 
permiten asociarse a diferentes proteínas durante la señalización de la insulina. 
























Después del estímulo con  insulina,  la  IRS‐1 se  fosforila de manera notable, no única‐
mente en residuos de Tyr sino también en residuos de Ser/Thr. De un total de 232 re‐
siduos de Ser/Thr presentes en IRS‐1, a la fecha se han identificado alrededor de 70 re‐
siduos  como  sitios  potenciales  de  fosforilación  para  diferentes  quinasas  (conocidas 
como quinasas de IRS). 
Actualmente se sabe que, en la mayoría de los casos, la fosforilación de estos residuos 




ción de complejos  intracelulares que  lo mantienen en cercanía con el  IR, su degrada‐









Youngren  (2007) ha demostrado que  la  familia de proteínas supresoras de proteínas 




























asociarse  frecuentemente  con un número  importante de desordenes de  salud entre 






































Varios agentes y condiciones metabólicas han sido  implicados como  inductores de  la 




De esta forma parece que  la resistencia a  la  insulina es consecuencia de  la acción de 
una multitud de diferentes  inductores. Por ejemplo, el  incremento  la  concentración 
plasmática de ácidos grasos libres se encuentra asociado con muchos estados de resis‐
tencia a la insulina, incluyendo obesidad y DM2. En humanos, el contenido y composi‐








forilación de su dominio de quinasa. Así mismo, pueden  inhibir  la activación de  la en‐
zima PI3K dependiente de IRS‐1. (Bhattacharya y col., 2007) 
La inhibición de la PI3K por los ácidos grasos libres ha sido asociada a un aumento en la 
fosforilación en  residuos de Ser/Thr del  IRS‐1. Recientemente  se ha descrito que  los 
ácidos grasos libres también pueden alterar la activación de Akt debido a un aumento 





















El compartimento de  los túbulos seminíferos: está  limitado por el endotelio  linfático, 





motriz  importante para el movimiento del fluido y  la propulsión de  los espermatozoi‐
des a través de los túbulos seminíferos (Russell y col., 1989; Holstein y col., 1996). 























Se  completa después de  aproximadamente 4,5  ciclos  y dura unos 30‐75 días en  los 
mamíferos (Russell y col., 1990); en ratones un ciclo dura aproximadamente 38 días. 
La espermatogénesis es por tanto un ciclo continuo de diferenciación celular que cons‐
ta  de  tres  fases  principales:  la  renovación  y  la  proliferación  de  espermatogonias,  la 
meiosis, y espermiogénesis. Se  inicia con  la división de  las células madre de esperma‐

























































provoca  la diferenciación de  los  testículos e  inicia y mantiene  los procesos de  la es‐
permatogénesis (Payne y Russell, 1996; McLachlan y col., 2002). 
Postnatalmente,  la producción de  testosterona es  impulsada por  la hormona  luteini‐




La  LH unida a  su  receptor  también estimula  la activación de  la vía MAPK que es un 
componente crítico de la proliferación de las células de Leydig y su supervivencia (Shi‐

























ra  y  col.,  1990;  1991)  e  IGF1  tiene  función  continua  durante  todo  el  desarrollo  (De 
Chiara y col., 1991; Liu y col., 1993).  
Existen evidencias considerables de que  la GH y  la  IGF1 producida   sistémica y  local‐
mente, ejercen efectos estimulantes, sinérgicos, o permisivos en cada nivel del eje Hi‐
potálamo‐hipofiso‐gonadal. En consonancia con  la multitud de acciones causadas por 
GH y  IGFl, GHR y  IGF1R que se expresan en el cerebro y  los testículos (Nyberg y Bur‐
man, 1996; Lobie y col., 1990: Schneider y col., 2003).  
Sin embargo,  las acciones de  IGF1 en muchos de estos sitios representan no sólo  las 
acciones endocrinas en respuesta a GH, sino también  los efectos paracrinos del  IGF1 
producido  localmente, que puede  ser  regulada de  forma  independiente de GH. Está 









El  fenotipo masculino es especificado por  la presencia de  la región determinante del 
sexo del cromosoma Y (SRY), que desencadena la diferenciación de las células de Ser‐





























































mujeres  causando  infertilidad debido  a  la disfunción en  la maduración  folicular  y  la 
ovulación,  lo que  conduce  a ovarios multi‐quísticos, hiperplasia  endometrial  e hipe‐
randrogenemia,  junto a anomalías metabólicas que  incluyen obesidad, hiperinsuline‐





ma proporcional al nivel de obesidad en hombres  y mujeres  (Mah  y Wittert, 2010). 
Hombres y mujeres obesos con un índice de masa corporal de más de 35 kg/m2 tienen 
20 veces  más probabilidades de desarrollar diabetes mellitus (Field y col., 2001), que 
se ha  relacionado con alteraciones en  la  fertilidad en hombres y mujeres  (Sabatini y 
col., 2011: La Vignera y col., 2011; Burks y col., 2000). 
Efectos de la obesidad en espermatogénesis 





















niveles de  FSH,  lo que  sugiere que puede haber efectos directos del aumento de  la 
obesidad en  la  función de  células de Sertoli  (Hammound y  col., 2008;  Jensen y  col., 
2004; Winters y col., 2006).  
Alternativamente, otra razón podría ser la existencia de un número reducido de células 
de Sertoli en hombres  jóvenes obesos (Winters y col., 2006),  lo que  implicaría un re‐
cuento menor  de espermatozoides de forma permanente, aunque no se sabe cómo ni 



















































ratones machos  Irs2  ‐/‐ se aparearon con hembras  Irs2  ‐/‐ no se  lograron embarazos 
(Burks y col., 2000), lo que indica que el IRS2 juega un papel esencial en la función re‐
productora. Los apareamientos entre machos  Irs2 +/+ y hembras  Irs  ‐/‐ resultaron en 
tasas de embarazo del 9% (Burks y col., 2000), indicando que  la función reproductora 









Aunque  las  tasas de embarazo de apareamientos entre diferentes genotipos del  IRS 
























cimiento  IGF‐1, con otros procesos, para controlar el crecimiento,  la  función y  la su‐
pervivencia celular, ya que la insulina y el IGF‐1 ejercen sus efectos fisiológicos a través 
de la fosforilación y activación de las IRS. El amplio papel regulador de IRS‐1 e IRS‐2 so‐



















chards y col., 1998) y  regula  la degradación de  IRS‐1 e  IRS‐2 en el cáncer de mama, 






Por otro  lado,  las alteraciones génicas de  IRS que aparecen en el síndrome de ovario 



















































































Después  de  esta  sucesión  de  pasos,  el  tubo  de microcentrífuga  contenía  ya  el DNA 
eluido que se utilizó inmediatamente o bien, fue almacenado entre 2‐8ºC o bien entre 








Superior-Recombinante: ctt ggc tac cat gtt gtt att gtc 





muro de etidio. Las bandas obtenidas se  fotografiaron bajo  luz ultravioleta. La  figura 
MM1 muestra los resultados obtenidos tras la electroforesis. 
 
Figura 2. Electroforesis del DNA 
amplificado por PCR para el gen de 
IRS2. 
En  la  imagen  se  aprecian  las  bandas  de 
electroforesis  obtenidas  tras  el  producto 
de amplificación con PCR del gen silvestre y 
el recombinante para IRS2, de los animales 
empleados  en  el  estudio.  La  flecha  verde 
corresponde  con  la  amplificación del DNA 
de  la hembra progenitora  y  la  flecha  azul 
del macho progenitor. Las flechas amarillas 







































Posteriormente  se  sumergieron  en  TBS  (Trizma  base  0.01M,  pH  7.4,  con  0.09%  de 
NaCl), durante 10 minutos. 
























Posteriormente  se  sumergieron  en  TBS  (Trizma  base  0.01M,  pH  7.4,  con  0.09%  de 
NaCl), durante 10 minutos. 






























grafías  obtenidas  por  microscopía  óptica  se  obtuvieron  con  un  microscopio  Zeiss‐
Axiophot (R) con  iluminación estándar halógena unificada por un estabilizador de co‐












En  cada  sección  se  trazaron perfiles  contorneando al  túbulo  seminífero.  Los  túbulos 
perfilados se eligieron al azar a partir del primer túbulo perfilado se desplazaba  late‐















aleatoriamente, de  forma similar a  la descrita anteriormente, 50  túbulos seminíferos 
por corte y en cada túbulo se perfiló la altura del epitelio en cuatro puntos diferentes 















taje  con  respecto  al  total  celular,  los  valores  obtenidos  se  expresan  como  la media 





























































































nias y de mayor  tamaño. Su núcleo centrado y  redondeado  también es más grande. 










Figuras  8  y  9.  Micro‐
graf
ías mostrando  el  aspecto  de  los  conductos  seminíferos  de  ratos wild  type  de  6  semanas  de 
edad. 
Barra: 10 m en figura 8 y 6 m en figura 9. 





























































Cuando se analizaron a bajos aumentos  las secciones de  los testículos de  los ratones 
knock out de 6 semanas, lo más común fue no observar grandes diferencias con los de 























































taba  luz, y  la porción adluminal del epitelio  la  formaban espermatocitos de  segundo 
orden (E2 en figura 15) en vez de espermátides. 







































En  la  figura 18 pueden apreciarse en panorámica estos  túbulos cortados de  través o 


















































































































que observamos  la presencia de  células de  Leydig en  clara división  celular,  como  se 
muestra en la figura 25. 





































Los  segundos  (flecha en  figura 27) estaban ocupados en  su  totalidad por células, de 
manera que no existía  luz  tubular. Como describiremos más adelante  las células que 
ocupaban  los  túbulos  y  hacían  de  ellos  estructuras  compactas  no  tubulares  fueron 
formas aberrantes con muchas variables. 































A grandes aumentos  (figura 29)  se puede apreciar como  las espermátides  formaban 
columnas palmeadas en su extremo  lumnal y que el aspecto de empalizada desorde‐
nada mezclada con espermatocitos de segundo orden  típica del  testículo del  ratón y 
que mostraban los animales wild type de su misma edad ha desaparecido en los rato‐
nes knock out. 





















































La  luz del  tubo aparecía ocuapada por una  imagen sincitial  irregular con hasta 7 nú‐
cleos pequeños y redondeados. De  los bordes de estas estructuras partían prolonga‐
ciones finas 


































De  forma  llamativa, en esos  túbulos puede apreciarse  la presencia de espermátides, 
sin flagelo pero situadas entremezcladas con espermatogonias (Ed en figura 34). 
Figuras  33  y  34.  Micro‐
graf



















































Algunos  túbulos  compactos estaban ocupados por un material basófilo en el que  se 














Figuras  37  a  39.  Micro‐
graf




























Figuras  40  y  41.  Micro‐
graf






























Figuras  42  y  43.  Micro‐
graf


















Estructuras basófilas,  con una  imagen  lacunar grande en  su  interior y pequeños nú‐
cleos redondeados e hiper cromáticos (1 en figura 44). 
 








cia claramente que el  interior es  ligeramente vesiculoso y que  los núcleos marginales 
hipercromáticos son muy pequeños y de morfología variable, quizás cuerpos apoptóti‐
cos. 
Figuras  44  y  45.  Micro‐
graf


















































Figuras  47  y  48.  Micro‐
graf




















Figuras  49  y  50.  Micro‐
graf

























































Figura 52. Gráfica que muestra las diferencias observadas en el grosor (altura) del 
epitelio de los túbulos seminíferos al comparar los animales wild type WT con los 












































Figura 52. Gráfica que muestra las diferencias observadas en el perímetro de los 

















































Figura 53. Gráfica que muestra las diferencias observadas en la superficie de los 



























de  las células epiteliales, que  le daba aspecto de epitelio pseudoestratificado, y  la eli‐
minación de células epiteliales por descamación hacia  la  luz del conducto  (flechas en 
figura 55). 
Figuras  54  y  55.  Micro‐
graf
ías mostrando el aspecto de  los conductos de  la  rete  testis de  ratones wild  type  (figura 54) y 
knock out (figura 55) de 6 semanas de edad. 
Las flechas en la figura 55 señalan las células con desplazamiento nuclear o incluso descamadas ha‐


































Figuras  56  y  57.  Micro‐
graf










































































pecto de  la  reacción observada para PCNA que afecta  fundamentalmente al estrato 
basal, obtenidas a partir de secciones de testículo de ratones de seis semanas wild ty‐
pe y knock out. 





































































Ante  los  resultados obtenidos después de analizar y comparar morfológicamente  los 
testículos de los ratones wild type y knock out para IRS2, y tras comprobar la casi total 
ausencia de proliferación en los animales knock out y la aparición de tubos aberrantes 
con  imágenes que podría  ser  cuerpos  apoptóticos,  se  realizó un  adeterminación  in‐



















































































roxidasa  (Stav‐Pox), considerada una  técnica  sándwich porque necesita de  tres com‐
plejos de reacción para su realización. 





































1993)  o  productores  de  péptidos  como GRF  (Carretero  y  col.,  1991),  somatostatina 
(Gil, 1992) o VIP (Carretero y col., 1995b; 1997). 
También  se  pueden  detectar  enzimas  intracelulares mediante  inmunohistoquímica, 























considerable  a  lo  largo  de  la  evolución  para  todos  los  eucariotes  (Kacmarek,  1986; 
Dunphy y Newport, 1988; Lee y Nurse, 1988). 
La expresión de distintos genes, reguladores del ciclo celular, trae como consecuencia 





paro  en  el  crecimiento  de  las  células  de mamíferos  (Wang,  1985;  Schneider  y  col., 
1988). 
Estas sustancias funcionalmente interrelacionadas que varían su cantidad o actividad a 









la  fase G2,  pudiéndose  detectar  durante  la  fase M  o  incluso  después  de  la mitosis 

















































tenidos  previamente  en  nuestro  Departamento  (Estevez,  1994;  Vázquez‐Perfecto, 
1994; Carretero y col., 1995a). 





blación  celular  considerada  (Barnard  y  col.,  1987; Hall  y  col.,  1988;  Sheperd  y  col., 
1988; Karamitopoulou y col., 1993). El mayor problema radica en dilucidar cuántas cé‐
lulas  es  necesario  contar.  Distintos  estudios  tratan  de  valorar  esta  aproximación 


















habiéndose demostrado que anormalidades en  la  regulación de  la muerte celular es 
causa de alteraciones como   el cáncer  (Strasser y col., 1990; McDonald y Korsmeyer, 







un gran número de factores, entre  los que se  incluyen,  las radiaciones ultravioletas y 
radiaciones gamma, drogas utilizadas en  la quimioterapia,  factores de crecimiento o 
señales  que  provocan  la muerte  de  receptores  y  sus  ligandos  (DRs),  según Nagata, 
1997; Ashkenazi y Dixit (1998) y Krammer (1998). 


















El cambio bioquímico  intracelular más  importante que acontece durante  la apoptosis 
es  la  fragmenación de DNA genómico  intranuclear, con carácter  irreversible. En mu‐
chos casos es el resultado de la activaión de una endonucleasa nuclear dependiente de 













lógica subjetiva de  la actividad celular. Estos métodos han evolucionado a  lo  largo de 
los años; en sus  inicios, hace más de treinta años, se empleaban métodos manuales, 

















nominado  geometría  multidimensional  (Miles,  1972)  o  simplemente  probabilidad 
geométrica (Little, 1974). 
La estereología,  término acuñado por  la Sociedad  Internacional de Estereología  (ISA) 
en 1961, está basada en la probabilidad geométrica y permite la evaluación de estruc‐


































































































sugieren que  la diabetes y  la obesidad disminuyen  la fertilidad masculina; hasta hace 
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poco  tiempo no  se  sabía que  IRS2 podría  ser un elemento  clave en  la  reproducción 
masculina. 
Grifeth y colaboradores (2013) demostraron que IRS2 juega un papel crítico en el desa‐
































Atrofias  testiculares que  recuerdan morfológicamente a  las observadas por nosotros 
























































































través de una  compleja  red de  vías de  señal  intracelulares  (Virkamäki  y  col.,  1999). 
Además están implicados en la actuación de las hormonas gonadotropas, así las vías de 
señal de  insulina  /IGF están  implicadas en  los efectos proliferativos  sobre  las células 
testiculares inmaduras de la FSH (Pitetti y col., 2013). 
Los factores de crecimiento insulínicos, conocidos como IGF están implicados en el es‐
tímulo de  la proliferación  celular  y  la  inhibición de  la apoptosis.   Desde hace  veinte 
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Se han propuesto muchos mecanismos   a través de  los cuales IGF1 e  insulina podrían 
proteger a  las células de  la apoptosis como son  la vía PI3K/Akt (Minshall y col., 1999; 
Parrizas y col., 1997; Kulik y col., 1997),  la ruta Ras/MAPK (Parrizas y col., 1997), o  la 
participación de  la quinasa  Jun N‐terminal  (Krause  y  col., 2001)  y p38MAPK  (Heron‐
Milhavet y col., 2001). 
En la literatura hay cierta controversias sobre que IRS está implicada en la inhibición de 




dependiente. Las proteínas  IRS pueden  jugar papeles diferentes en  los efectos antia‐













cimiento y  la diferenciación celular, y  la  inhibición de  la apoptosis  (Dummler y Hem‐
mings, 2007). 
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La participación de Akt en  la regulación de  la supervivencia celular ocasiona  la  inhibi‐
ción directa po rfosforilación de señales proapoptóticas como Bad y FoxO.  
La ausencia de  IRS2 favorece  la rápida apoptosis con activación de caspasa 3 activa y 






La unión de  insulian o  IGF1 a  su  receptor mediante  la autofosforilización de  tirosina 








activándola. Akt actúa  fosforilando  FoxO que  se acumula en el  cytosol  como  conse‐
cuencia de ello. 
La cascada IRS/PI3K/Akt, inactivando FoxO, produce un descenso en la expresión de los 
reguladores  inhibidores del  ciclo  celular  y promueve  la  supervivencia  celular puesto 







lo que se activa  la vía MAPK, un vía  reguladora principal de  la expresión génica  (Vir‐
kamäki y col., 1999). 
En algunos epitelios, la aparición de apoptosis coincide con la retirada de IRS (Hadsell y 





tones knock out a  IRS2 no  se marcan  con PCNA,  sin embargo es posible observar 
























pasos  previos  a  la multinucleación  y  en  las  células  anucleadas  hay marcaje  para 
caspasa 3 activa, de manera que sin rechazar la posibilidad de que exista necrosis o 
autofagia, también habría apoptosis. 




























































De  igual manera,  la apoptosis  inducida por bisfenol A en  las células de Sertoli  (Iida y 
col., 2003) que afecta de forma notoria al desarrollo de las células germinales del testí‐
culo  (Wang y col., 2014) y por  lo tanto a  la espermatogénesis y  la producción de es‐























































do  los resultados obtenidos con  la  literatura existente, hemos  llegado a  las siguientes 
conclusiones: 
1.‐ Este es el primer estudio que asocia el análisis histoquímico‐
morfométrico  con  las  variaciones  en  proliferación  y  apoptosis 
en ratones adultos que carecen de la proteína IRS2. Dada la re‐
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